Pozorovani bakterialnich endospor
a negativni barveni

Cil:
Nativni preparat — tvar, velikost a umisténi endospor
(fazovy kontrast)

Negativn & barveny preparat _— pozorovani skute¢né velikosti a tvaru
bunky, tvorby retizkd, pouzder, kapsuli

Barveni pouzder — Kongo ¢erven, metylenova modf

Kultury k pozorovani:
Bacillus megaterium CCM 2007
Bacillus sphaericus CCM 1615

Paenibacillus polymyxa CCM 1459
Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus thuringiensis CCM 19



Negativni barveni

» Obarveni pozadi, bunky nezbarvené, obrys v obarvenem
pozadi — stanoveni pouzder, slizu, velikost bunky

— Nigrosinem

‘Bacillus thuringiensis CCM 19 _

-~
Azotobacter vinelamdii. CCM 289

 Pouzder a kapsuli

Pouzdro: polysacharidy; hlavné u klinickych izolatd, chrani pred
vysychanim a nepfiznivymi faktory, latkova vymena s vnéjSim
prostfedim, maskovani antigenu, vétsi odolnost, faktor virulence



Negativni barveni

(Kongo Cervern+methylenova modr)
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Negativni barveni - pouzdro
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Spora — klidove stadium

Dipikolinat - termorezistence _
Proteiny stabilizujici DNA " spore
Odlisny peptidoglykan '
Reparaéni enzymy p fi germinaci

» Dilkoviny plast é — vyznam v chemota
e pouze 1 sporav bu nce u prokaryot

« (Casto toxigenni a alergenni
(kontaminace potravin), ale |
pro vakcinaci, bioinsekticid

« ovéreni sterilizace
B. stearothermophilus — spory vydrzi
pri 120°C az 12 min

e znacna odolnost



e umisténi spory a tvar— dulezity taxonomicky znak
Bacillaceae — 3 morfologické skupiny

Kli€eni spory

e pfitomnost vody, aminokyselin, vitaminu, zahfati, ...)

e asi 10 min (aktivace spory, vlastni kli¢eni, diferencia¢ni faze)
 inhibice kliceni v mediu: D-alanin, MgCl,



Pozorovani spor

Fazovy kontrast
(barvitelné a svétlolomné az po vzniku
kortexu spory, pfedtim je pfi fazovém
kontrastu nelze vidét)

Nomarského kontrast
— plasticky povrch buriky

barveni bun ééné stény
— jen pro pozorovani vyklenuti

spory jsou barvitelné za tepla,
barveni Schaffer-Fulton (jasné pole) ﬂ‘-‘“" LA




Crop is infected by Pest dies when feading on
European com borer any plant par



B. thuringiensis

Bacilius thuringiensis; bacterial spore, mother cell and parasporal crystals




B. cereus




B. megaterium




B. sphaericus




Postup
* Negativni barveni — nigrosin
— do kapky vody nanést klicku kultury (Azotobacter nebo Bacillus)
— pridat kapku nigrosinu
— rozmichat, rozetfit druhym sklickem a nechat zaschnout
— pozorovat s imerzi v jasném poli (1000x)

e Barveni pouzder ( Azotobacter) Kongo ¢erveni
— do kapky Kongo ¢ervené nanést bakterialni kulturu a rozetfit po skli¢ku
— po zaschnuti se preparat na nékolik sekund pfevrstvi HCI, ktera se
nasledné slije
— preparat se osusi filtraénim papirem, pfevrstvit na 3 min metylenovou
modfi
— barvivo slit a pozorovat s imerzi v jasném poli (1000x)

« Nativni preparat (Bacillus)
— do kapky vody rozmichat klicku kultury, pfikryt krycim sklem
— pozorovat do 5 min pfi fazovém kontrastu (1000x)



B. sphaericus - kulate, terminalni, ztlustu)i bunku

B. thuringiensis — ovalne, subterminalni,
nevyklenuji

B. cereus - centralni, ovalneé, nevyklenuji

B. megaterium - kulaté, subterminalni, nezduruji

Paenibacillus polymyxa — centralni, velké,
vyklenujici



Fazovy kontrast

fotky ze cviceni



Bacillus cereus
« centralni, ovalne, nevyklenuji



Bacillus megaterium
« kulaté, subterminalni, nezduruji



Bacillus subtilis
e Qvalne, neztlustuje bunku




5 ¢&—— Subterminalni
umist éni

Bacillus thuringiensis
—ovalne, subterminalni, nevyklenuji



e
-

Centréln & umist éna spora

Paenibacillus polymyxa
« centralni, velké, vyklenujici



Negativni barveni - nigrosin

Bacillus subtilis Bacillus thuringiensis




Barveni pouzdra — Kongo Cerven

Azotobacter

Bunka obarvena
metylenovou mod Fi

Pouzdro z polysacharid U

(dextran) je pro barvivo
nepropustne




Negativni barveni

(Kongo Cervern+methylenova modr)
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